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"CASSETE DE EXPRESSAO DE GENES, USO DE UM OU MAIS CASSETES 
DE EXPRESSAO DE GENES, METODO DE TRANSFORMAQAO GENETICA 
EM CELULAS VEGETAIS, METODO DE OBTENQAO DE PLANTA 
GENETICAMENTE MODIFICADA, PLANTAS GENETICAMENTE 
5 MODIFICADAS, USO DA PLANTA, PLANTAS DERIVADAS, SEMENTES 
GENETICAMENTE MODIFICADAS, USO DA SEMENTE GENETICAMENTE 
MODIFICADA, MADEIRA, USO DA MADEIRA, CELULOSE, USO DA 
CELULOSE, PAPEL, USO DO PAPEL E METODO DE MODULAQAO DO 
NIVEL DE POLIPEPTIDEOS EM PLANTAS" 
10 Campo pa Invencao 

A presente invengao esta relacionada a cassetes de expressao de 
genes que codificam enzimas envolvidas na rota metabolica da biossmtese de 
hemiceluloses, celulose e/ou acidos uronicos, e a um metodo de transformagao 
genetica em celulas vegetais atraves da introdugao nas ditas celulas de um ou 
15 mais cassetes de expressao de genes. Alem disso, alteragao no conteudo e/ou na 
composigao dos metabolites dessa rota metabolica em plantas ou partes da planta. 

A invengao esta relacionada a genes isolados e as respectivas 
enzimas codificadas envolvidas na biossfntese das hemiceluloses, celulose 
e/ou acidos uronicos. 
20 A presente invengao trata tambem de um metodo de obtengao da 

planta geneticamente modificada, suas plantas derivadas e sementes, bem 
como a madeira, papel e celulose provenientes dessa planta e seus usos. 

Antecedentes pa Invencao 
Sabe-se que a composigao qufrnica da pasta celulosica, 
25 principalmente em relagao a presenga de hemiceluloses, determina as 
propriedades fisicas do papel, bem como as propriedades fisico-qufmicas e 
opticas (kappa, viscosidade, rendimento, alvura e reversao de alvura) durante o 
processo de produgao da celulose. 



A celulose e o polissacarideo mais abundante na parede celular 
do reino vegetal. E urn polimero linear composto de unidades P(l-> 4) anidro 
glicose. E o principal constituinte da madeira e, por conseguinte, do papel. 
Outras plantas tambem apresentam grande quantidade das fibras na parede 
5 celular, por exemplo o algodao. As moleculas de celulose estao organizadas 
em feixes de cadeias paralelas formando fibrilas, que sao ligadas umas as 
outras por materiais polimericos de hemiceluloses e outras substancias. 

Um outro importante componente da parede celular e a 
hemicelulose. As hemiceluloses sao constitmdas por varios polissacarideos 
10 como as glucanas, xilanas, xiloglucanas e mananas. Tais polissacarideos sao 
constitmdos por polfmeros contendo dois ou mais dos seguintes agucares: D- 
xiloses, D-manose, D-glicose, D-galactose, L-arabinose, D-acido glucuronico e 
o seu derivado 4-O-metilglucuronoxilana, e o D-acido galacturonico (Vickery e 
Vickery, (1981) Secondary plant metabolism. Pp 335p., Macmillan Press Ltd., 
15 London.). Esse grupo de polissacarideos e caracterizado por uma estrutura 
central formada por residuos de 1,4 p-xilana e por ramificagoes constitmdas de 
moleculas de acido glucuronico, arabinose e mananas. 

Sabe-se que a concentragao de hemiceluloses na pasta 
celulosica e afetada principalmente pelo alcali ativo no cozimento da madeira, 
20 de forma que quando e utilizado maior concentragao desse reagente, menor 
retengao de hemiceluloses e observada, alem de alteragao das propriedades 
fisico-qufmicas (kappa, viscosidade, rendimento em celulose e alvura). 

As hemiceluloses podem ser classificadas de acordo com a 
quantidade de acido uronico em hemicelulose acida, que apresenta grande 
25 quantidade desse acido, e hemicelulose neutra, quando apresenta baixa 
concentragao do mesmo. 

Alem disso, as concentragoes de anidridos uronicos afetam o 
numero kappa e a alvura ISO das pastas celulosicas obtidas, indicando a 



formagao de complexos que conferem cor a polpa e nao somente aos 
fragmentos de lignina remanescentes. 

A retengao de hemicelulose permite a obtengao de polpas com 
propriedades fisico-mecanicas diferenciadas e fibras com composigao de 
5 superffcie distintas, influenciando assim, nas caracteristicas de papeis de 
impressao e embalagens. 

A biossintese das hemiceluloses, bem como dos demais 
componentes da parede celular, dependem do fornecimento dos agucares 
(agucar fosforilado UDP-glicose) produzidos pela fotossmtese nos cloroplastos. 

10 O carbono fixado pela fotossmtese e exportado do cloroplasto para o 
citoplasma na forma de triose-fosfato (DHAP), iniciando uma serie de reagoes 
metabolicas cuja diregao do fluxo vai depender de varios fatores como o 
estadio de desenvolvimento das folhas, o estado fisiologico da planta e a 
condigao nutricional, entre outros. Nas folhas jovens, grande parte dos fluxos 

15 metabolicos sao preferencialmente utilizados para a sintese de lipfdeos, via 
pentoses fosfato (para a sintese de acidos nucleicos), glicolise (gerando ATP e 
piruvato), ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA), sintese de aminoacidos, e a via 
de oxidagao dos agucares, responsaveis pela sintese dos componentes da 
parede celular. 

20 Outro componente importante na biossintese das hemiceluloses e 

a via de oxidagao do mio-inositol (Loewus et aL, (1962) "Metabolism of mio- 
inositol in plants: conversion to pectin, hemicellulose, D-xylose, and sugar 
acids. Proc. Nat Acad. ScL USA, 48:421-425 p; Loewus e Dickinson, (1982) 
Cyclitols. ln:Enciclopedia of plant physioL New Series, vol. 13, Carbohydrates I: 

25 Intracellular Carbohydrates, ed. F.A. Loewus, W. Tanner, 1 93-21 6p; Loewus et 
al., (2000) "Mio-inositol metabolism in plants". Plant Science, 150: 1-19p.). O 
mio-inositol e formado a partir de glicose-6-P, o mesmo precursor de UDP- 
glicose. Esse composto e um precursor importante para uma serie de produtos 



metabolicos, como fosfatos de inositol, fosfoinositideos, derivados metilados e 
conjugados de IAA, e acido glucuronic©. O primeiro passo na produgao do 
inositol envolve a sintese de mio-inositol-1-fosfato (Ins-IP) a partir de D- 
gKcose-6-P, catalisado pela enzima mio-inositol-3-fosfato sintetase (MIPS, EC 

5 5.5.1.4). O inositol-1-P produzido e, em seguida, desfosforilado pela enzima 
inositol monofosfatase (IMP, EC 3.1.3.25) para iiberar mio-inositol. Esses dois 
passos metabolicos determinam a formagao de um composto essencial para o 
crescimento normal das celulas e outras fungoes essenciais. A redugao nos 
mveis normais de mio-inositol nas celulas inviabiliza o desenvolvimento de 

10 Saccharomyces cerevisiae (Henry et al, (1977) "Growth and metabolism of 
inositol-starved Saccharomyces cerevisiae". J. BacterioL, 130: 472-484p). Em 
culturas de celulas vegetais e tecidos em crescimento a redugao na quantidade 
intracelular de mio-inositol inibe a divisao celular (Biffen e Hanke, (1990) 
"Reduction in the level of intracellular mio-inositol in culture soybean (Glycine 

15 Max) cells inhibits cell division". Biochem. J., 265: 809-814p; Loewus e 
Dichinson, acima; Loewus e Loewus, (1983) "Mio-inositol: Its biosynthesis and 
metabolism." Annu. Rev. Plant Physiol., 34: 137-1 61 p; Biswas et aL, (1984) 
"Mio-inositol polyphosphates and their role in cellular metabolism: a proposed 
involving glucose-6-phosphate and mio-inositol phosphate. In: D.B." Roodyn, 

20 ed., Subcellular Biochemistry. Plenum Press, London, 237-280p; Loewus, 
(1990) "Inositol biosynthesis". In: D.J. Moore, W.F. Boss, F. Loewus (eds.), 
"Inositol Metabolism in Plants". Wiley Liss, New York, 13-19p). A redugao da 
biossmtese do mio-inositol foi obtida em plantas geneticamente modificadas de 
batata com a supressao da atividade da enzima MIPS, utilizando-se um 

25 antisense do cDNA StIPS que codifica o gene de batata. A redugao da 
atividade dessa enzima nas folhas, ao redor de 20% dos mveis observados nas 
plantas selvagens, resultou em forte redugao no conteudo de inositol, galactinol 
e rafinose (aproximadamente 7%, 5% e 12%, respectivamente). As plantas 



geneticamente modificadas apresentaram redugao da dominancia apical, 
alteragao da morfologia, antecipagao da senescencia das folhas e redugao no 
peso dos tuberculos. Esses resultados mostram a importancia do metabolismo 
do mio-inositol para a fisiologia e desenvoivimento das plantas. 

5 E conhecido que, para se alterar caracteristicas agronomicas, 

geralmente poligenicas, na natureza, genes multiples estao envolvidos na 
expressao do carater. No caso das rotas metabolicas, enzimas codificadas por 
genes normalmente independentes, agindo em conjunto, convertem substrates 
em produto. Um modo de alterar a rota metabolica, conforme a invengao, e 

10 atraves da introdugao de cassetes de expressao desses genes que sao 
introduzidos em celulas vegetais. 

No caso da madeira, principal materia-prima empregada na 
produgao de polpa celulosica, observa-se diferengas significativas em relagao 
ao teor e unidades monomericas que compoem as hemiceluloses, entre 

15 arvores do grupo das folhosas e do grupo das comferas e, consequentemente, 
na composigao quimica das polpas resultantes (Rydholm, (1965) "Pulping 
Process", Interscience Publishers, New York, 3, 254p.). A polpa nao 
branqueada de eucalipto, obtida em processo kraft de polpagao, e formada 
predominantemente por uma mistura de carboidratos e uma pequena fragao, 

20 cerca de 3%, de fragmentos de pqlfmeros de lignina. 

Estudos realizados empregando-se madeira de comferas indicam 
que e posslvel promover a retengao das hemiceluloses durante o processo de 
polpagao (Greco et al., (1990) "Hemicellulose retention during kraft pulping". 
TAPPI Journal, April: 223-233p.). O aumento nas concentrates das 

25 hemiceluloses em polpas, segundo Macintosh, D.C. (1963). TAPPI Journal 46 
(5): 273p. e Spielberg, H. (1966) "The effect of hemicellulose on the mechanical 
properties of individual pulp fibers". TAPPI Journal, 49 (9): 388p., afeta as 
propriedades fisico-mecanicas que aumentam a elasticidade, trabalho ate 



ruptura e comprimento autorruptura. 

Foelkel, C. (1997) "Qualidade da madeira de eucalipto para 
atendimento das exigencias do mercado de celulose e papel." In: IUFRO 
Conference on Silviculture and Improvement of Eucalyptus, Salvador. Anais. 
5 Colombo: EMBRAPA/CNPF, v.3, p. 15-22p, demonstrou que processos 
envolvidos com a qualidade da madeira, estao diretamente relacionados a 
alteragoes na escala de produgao, fazendo com que os programas de 
melhoramento da qualidade da floresta e da madeira, com destaque para 
eucalipto, apresentem aspectos quantitativos e de facilidades processuais. Sao 

10 comuns os programas de melhoramento genetico, principalmente na area 
florestal, que geram arvores que produzem de 12 a 16 toneladas de celulose 
kraft por hectare por ano. Ate o momento, rendimentos significativos sao 
obtidos atraves do crescimento volumetrico, densidade da madeira, teor de 
lignina e facilidade de deslignificagao e rendimento depurado em celulose no 

15 cozimento. Entretanto, sao raros os programas de melhoramento que vao alem 
das caracteristicas agronomicas, desenvolvendo madeira com caracteristicas 
relacionadas ao branqueamento do papel e as caracteristicas de produto final 
(Foelkel, C, acima). 

A energia consumida no refino de polpas tambem e afetada pela 

20 concentragao de hemiceluloses atraves da insergao de agua nas regioes 
cristalinas das fibras (Giertz, H.W. (1948) "Cellulosa och Paper", SPC, 1908- 
1948 Review, Stockholm, 417: 1 908-1 948p.). Tal fenomeno diminui a energia 
consumida no refino, permitindo, alem de beneficios economicos, a obtengao 
de produtos com propriedades ffsico-mecanicas superiores. 

25 A concentragao de hemiceluloses tambem afeta a composigao 

quimica da superffcie das fibras. Isogai et al. (1997) "Effects of carboxyl groups 
in pulp on retention of alkylketene dimmer". Journal of Pulp and Paper Science, 
23 (5): 21 5p, indicam que a presenga de acidos carboxilicos pode afetar as 



reagoes com dimeros de alquil ceteno, composto empregado na colagem de 
papeis. Os grupos funcionais presentes nas superficies das fibras afetam 
tambem as intera?6es fibra-fibra (Carlsson, G. (1996) "Surface composition of 
wood pulp fibers-relevance to wettability, sorption and adhesion." Tese de 

5 Doutorado, Royal Institute of Technology, Stockholm, Suecia), fibra-aditivos 
para recobrimento (Bierman et al., (1997) "A new sizing agent: styrene-maleic 
anhydride copolymer with alum mordants." TAPPI Journal, 80: 1-277p.) e 
propriedades coloidais e polieletrolfticas sao afetadas pelo tipo de madeira 
empregada (Rydholm, S.A., acima), condigoes de polpagao (Karlsson e 

10 Westermark, (1997) "The significance of glucomannan for the condensation of 
cellulose and lignin under Kraft pulping conditions." Nordic Pulp and Paper 
Research Journal, 12 (2): 90p; Treimanis, A. (1996) 'Wood pulp fiber structure 
and chemical composition their influence on technological processes." Nordic 
Pulp and Paper Research Journal, 3: 146p) e diferentes reagentes empregados 

15 nas etapas de branqueamento (Laine e Sttenius, (1996) "The effect of ECF and 
TCF bleaching on the surface chemical composition of kraft pulp as determined 
by ESCA." Nordic Pulp and Paper Research Journal, 3: 201 p). 

Os efeitos das hemiceluloses nas propriedades fisico-mecanicas 
e opticas da polpa de eucaliptp foram investigadas por Milanez et al. ((1982) 

20 "Influencia das hemiceluloses nas propriedades oticas e fisico-mecanicas da 
polpa." Proceedings of ABTCP, XV Congresso Anual, 155) que utilizaram o 
metodo de extragao em NaOH a 5% como aproximagao para o teor de 
hemiceluloses (pentosanas). Os resultados obtidos indicam que o aumento da 
concentragao de extrativos em NaOH a 5% causa redugao de energia de refino 

25 e aumento das propriedades fisico-mecanicas da pasta celulosica. 

E conhecido que a celulose kraft do eucalipto e destinada 
principalmente a fabricagao de dois segmentos de papeis: impressao/escrita e 
sanitarios. Papeis de impressao e escrita devem possuir propriedades como 



lisura, opacidade, formagao, volume especffico, porosidade, printabilidade, 
resistencia, estabilidade dimensional, dentre outras (Foelkel, C, acima). 

O metodo escolhido para introduzir genes exogenos no interior de 
celulas vegetais e importante para o sucesso da transformagao em plantas. O 

5 principio desses metodos envolve a insergao de genes de interesse no interior 
do genoma de planta hospedeira junto a um gene marcador que permite a 
selegao de celulas geneticamente modificadas, resistentes a um determinado 
antibiotico, herbicida ou outro agente seletivo a partir de celulas nao 
geneticamente modificadas. Esses metodos, normalmente, sao eficientes para 

10 a introdugao de um gene dentro da planta hospedeira. A transformagao de 
plantas em programas de biotecnologia consiste na introdugao de um 
fragmento (cassete de expressao de genes) no genoma da celula aivo. As 
plantas ferteis devem ser geradas a partir de uma unica celula transformada e 
o cassete de expressao introduzido deve ter a capacidade de ser transmitido as 

15 geragoes seguintes por meio das sementes. 

Descricao da Invengao 
A presente invengao utiliza tecnicas de biologia molecular, cultura 
de tecidos e transferencias de genes, para alterar a expressao dos genes 
envolvidos, tanto no sentido sense como antisense, na codificagao das 

20 enzimas que participam da rota metabolica da biossintese das hemiceluloses, 
celulose e/ou acidos uronicos. Alem disso, trata do isolamento de genes 
responsaveis pela caracteristica de interesse, Iocalizados e isolados dos 
demais genes do genoma, e introduzidos, em vetores binarios, para 
transformagao da planta alvo. Dessa forma, cassetes de expressao de genes 

25 sao introduzidos em celulas vegetais, de forma controlada, modificando-se o 
genoma do organismo receptor, independentemente do processo de 
fecundagao. 

A presente invengao, em uma de suas alternativas, refere-se a 



cassetes de expressao de genes que codificam enzimas relacionadas com a 
biossintese de hemiceluloses, celulose e/ou acidos uronicos e o uso desses 
cassetes. 

A presente invengao relaciona-se ainda a alteragao na expressao 
5 dos genes que codificam as enzimas acima citadas, aiem de alteragoes na 
composigao e/ou conteudo da biossintese das hemiceluloses, celulose e/ou 
acidos uronicos. Ainda trata da modulagao da expressao de genes que 
codificam as enzimas envolvidas com a biossintese dos compostos acima 
citados, bem como da sua concentragao e/ou nfvel desses polipeptfdeos, nas 
10 plantas ou parte da planta. A modulagao e afetada pelo aumento ou diminuigao 
da concentragao e/ou nivel desses polipeptfdeos, da presente invengao, nas 
plantas. 

A presente invengao refere-se ainda a um metodo de 
transformagao genetica em celulas vegetais em que se introduz um ou mais 
15 cassetes de expressao de genes que codificam enzimas relacionadas com a 
biossintese de hemiceluloses, celulose e/ou acidos uronicos. 

A presente invengao refere-se tambem a plantas geneticamente 
modificadas e ao metodo de obtengao das mesmas. Trata, ainda, de plantas 
derivadas das plantas geneticamente modificadas, que apresentam um ou mais 
20 cassetes de expressao de genes que codificam enzimas relacionadas com a 
biossintese de hemiceluloses, celulose e/ou acidos uronicos. 

A presente invengao refere-se tambem a sementes 
geneticamente modificadas provenientes da planta geneticamente modificada 
e, porfim, trata da madeira e celulose proveniente da dita planta geneticamente 
25 modificada e de seus usos. 

O metodo de transformagao genetica de celulas vegetais da 
presente invengao utiliza tecnicas conhecidas como biobalistica, eletroporagao, 
microinjegao, macroinjegao ou transformagao via Agrobacterium tumefaciens, 



para a introdugao de cassetes de expressao de genes de interesse, tanto para 
a repressao, como para a superexpressao dos mesmos na celula alvo. 
Preferencialmente, mas nao limitado a apenas esta alternativa, o cassete e 
clonado no vetor binario de transformagao genetica Agrobacterium 
5 tumefaciens. Essa bacteria e encontrada naturalmente no solo, e e considerada 
como engenheira natural, sendo eficiente vetor para transformagao de plantas. 

De acordo com a invengao, cassetes de expressao de genes sao 
introduzidos em celulas vegetais, de forma controlada, modificando-se o 
genoma do organismo receptor, independentemente do processo de 

10 fecundagao. O gene responsavel pela caractenstica de interesse e localizado e 
isolado dos demais genes do genoma e introduzido em vetores binarios para 
transformagao da celula alvo. O fenomeno da totipotencia permite que plantas 
geneticamente modificadas sejam obtidas a partir de celulas originalmente 
transformadas com construgoes quimericas. 

15 Os ditos cassetes de expressao de genes de acordo com a 

presente invengao realizam a superexpressao, via sense, ou repressao, via 
antisense, de urn ou mais genes que codificam as ditam enzimas de interesse. 

A planta geneticamente modificada de acordo com a presente 
invengao contem um ou mais dos cassetes de expressao de genes que 

20 codificam as ditas enzimas de interesse, sendo que os genes podem ser 
expressos de forma sense ou antisense. 

A presente invengao apresenta tambem um metodo de obtengao 
da planta geneticamente modificada que compreende as etapas de: 

(a) transformagao genetica de celulas vegetais atraves da 
25 introdugao de cassetes de expressao de genes que codificam as enzimas de 

interesse da presente invengao, por exemplo por biobalfstica, eletroporagao, 
microinjegao, macroinjegao, ou atraves de Agrobacterium tumefaciens; 

(b) regeneragao de celulas da etapa (a); 



(c) expressao do DNA construido nas celulas da etapa (b) em 
quantidade suficiente para alterar de maneira substancial a rota metabolica da 
biossfntese de hemiceluloses e/ou celulose e/ou acidos uronicos; e 

(d) obtengao da planta transformada. 

5 A introdugao de urn ou mais cassetes de expressao de genes, nas 

celulas vegetais, provoca alteragoes na rota metabolica das hemiceluloses, 
particularmente xilanas, celulose e/ou acidos uronicos, particularmente o acido 
glucuronico, alterando o rendimento do processo, consumos qufmicos e 
qualidade do produto, de acordo com o interesse da industria. Com isso, a 

10 presente invengao melhora a qualidade da madeira nas aplicagoes de 
produgao de celulose e papel. 

Um objeto da presente invengao visa melhorar a qualidade da 
madeira, atraves da modificagao da composigao qufmica das fibras da parede 
celular dos vegetais, com destaque para angiospermas, particularmente, 

15 eucalipto, e giminospermas, alterando a rota metabolica de hemiceluloses, 
celulose e/ou acidos uronicos. Mais especificamente, a alteragao da rota 
metabolica e obtida pela modulagao da expressao de um ou mais genes, em 
separado ou em conjunto, tanto no sentido sense quanto antisense, 
responsaveis pelas enzimas que participam da biossfntese das hemiceluloses, 

20 celulose e/ou acidos uronicos. Isso e obtido atraves da introdugao de cassetes 
de expressao de genes que codificam enzimas capazes de alterar a rota 
metabolica de hemiceluloses, celulose e/ou acido uronico, em particular 
aumentando-se a proporgao de xilanas e/ou reduzindo e/ou aumentando o 
conteudo de acidos uronicos. 

25 As enzimas de interesse de acordo com a presente invengao, que 

estao envolvidas na biossintese de hemiceluloses, celulose e/ou acidos 
uronicos sao escolhidas do grupo que contem: mio-inositol-1-fosfato sintase 
(EC: 5.5.1.4), mio-inositol monofosfatase (EC:3.1 .3.25), mio-inositol oxigenase 



(EC: 1.13.99.1), p-glucuronidase (EC: 3.2.1.31), glucoronoquinase (EC: 
2.7.1.43), glucoronosil-transferase (EC: 2.4.1.17), glucoronato 1-fosfato 
uridiltransferase (EC: 2.7.7.44), fosfogiucomutase (EC: 5.4.2.2), UDP-glicose 
pirofosforilase (EC: 2.7.7.9), UDP-glicose desidrogenase (EC: 1.1.1.22), UDP- 
5 D-glucoronato carboxilase (EC: 4.1.1.35), 1 ,4-p-D~xilana sintase (EC: 2.4.2.24) 
e celulose sintase (EC: 2.4.1.1). 

Como sabe o homem da tecnica, a mengao a "E.C." seguido de 
urn numero, no paragrafo acima, refere-se a nomenciatura de enzimas da 
IUBMB - International Union of Biochemistry and Molecular Biology. 

10 Mais particularmente, as enzimas de interesse de acordo com a 

presente invengao sao escolhidas dentro do grupo que contem: mio-inositol 
oxigenase (EC: 1.13.99.1), p~glucuronidase (EC: 3.2.1.31), glucoronoquinase 
(EC: 2.7.1.43), glucoronato 1-fosfato uridiltransferase (EC: 2.7.7.44), UDP- 
glicose pirofosforilase (EC: 2.7.7.9), UDP-glicose desidrogenase (EC: 1.1.1.22) 

15 e UDP-D-glucoronato carboxilase (EC: 4.1.1.35). 

Ainda outro objeto da presente invengao e a madeira com 
qualidades qumnicas e propriedades ffsicas distintas do estado da tecnica, 
obtida a partir da planta geneticamente modificada conforme a presente 
invengao, que permite uma diminuigao significativa nos custos do processo 

20 industrial e melhorias no produto final como o papel, encontrando tambem uso 
em construgao civil, construgao naval, fabricagao de moveis, utensflios, alem 
da produgao de polpa celulosica, sendo utilizada particularmente para a 
produgao de polpa celulosica e papel. 

A presente invengao direciona-se tambem a outras plantas, entre 

25 angiospermas e gimnospermas, alem do eucalipto, como por exemplo o trigo, 
uma vez que a farinha de trigo integral, extraida do trigo, apresenta abundante 
quantidade de fibras na parede ceiular. Pode-se tambem mencionar o algodao, 
para o qual alteragoes tambem podem ser observadas, uma vez que o algodao 



e composto de celulose quase na sua totalidade. A expressao dos cDNAs no 
sentido sense ou antisense esta diretamente relacionada a atividade 
metabolica das principals enzimas da biossmtese das hemiceluloses e a 
alteragao da composigao da parede ceiular. 
5 No caso particular de arvores, a retengao das hemiceluloses 

permite a obtengao de polpas com propriedades ffsico-mecanicas diferenciadas 
e fibras com composigao de superffcie distintas, que influenciam as 
caracteristicas de papeis para impressao e embalagens, e papeis de absorgao 
("tissue"). Alem de afetar as caracteristicas do produto, a retengao das 

10 hemiceluloses favorece o desempenho das maquinas produtoras de papeis. 

Outro objeto da presente invengao e celulose obtida a partir da 
madeira da planta geneticamente modificada, e o uso da celulose para a 
fabricagao de papel que pode, entre outros, ter uso em construgao civil, 
industria de moveis, papel para impressao, embalagens e papel de absorgao. 

15 Preferencialmente, o papel proveniente da celulose modificada da presente 
invengao encontra usos como papel para impressao, embalagens e papel de 
absorgao. 

i Ainda outro objeto da presente invengao sao sementes 

geneticamente modificadas, que apresentam um ou mais cassetes de 

20 expressao de genes codificadores das enzimas de interesse da presente 
invengao e o uso dessas sementes para a obtengao de plantas geneticamente 
modificadas. 

Um outro objeto da presente invengao e incrementar o rendimento 
do processo de produgao de celulose, bem como alterar a qualidade da pasta 
25 celulosica nao branqueada e branqueada, modulando os teores de acidos 
uronicos e/ou celulose e/ou hemiceluloses das plantas modificadas. 

O uso de metodos de transgene esta associado aos programas 
de melhoramento convencional de plantas, acelerando o processo de obtengao 



de produtos com caracteristicas especfficas e desejaveis no setor industrial, 
estando relacionado com melhoramento florestal e melhoramento genetico de 
plantas. 

A enzima mio-inositol oxigenase foi recentemente clonada de uma 
biblioteca de cDNA de rim de porco (Arner et al, 2001. "Mio-inositol oxygenase: 
molecular cloning and expression of a unique enzyme that oxidizes mio-inositol 
and D-chiro-inositol". Biochemical Journal, 360 2: 313-320). Esta sequencia foi 
usada como base para a confecgao de primers usados na amplificagao de 
regioes ortologas presentes no genoma do eucalipto, possibilitando assim a 
localizagao do gene miox no genoma das arvores. A enzima de interesse, p- 
glucuronidase foi clonada de Escherichia coli e foi expressa tanto no sentido 
sense como antisense, em Eucalyptus grandis. 

De acordo com a presente invengao, o termo "planta 
geneticamente modificada" obtida pelo metodo citado anteriormente inclui 
celula, orgao, tecido, semente, a planta inteira ou suas progenies. 

"Plantas derivadas", de acordo com a presente invengao, refere- 
se a plantas derivadas das plantas geneticamente modificadas com urn ou 
mais cassetes de expressao de genes que codificam as enzimas de interesse 
da presente invengao. As ditas plantas derivadas apresentam alteragao na 
composigao qufmica da parede celular atraves da alteragao na rota metabolica 
da biossmtese de hemiceluloses, celulose e/ou acidos uronicos. 

Os termos "expressao sense" e "expressao antisense", de acordo 
com a presente invengao referem-se, respectivamente, a superexpressao ou 
repressao dos genes que codificam as enzimas de interesse. 

De acordo com a presente invengao entende-se por "cassete de 
expressao de genes" cassetes de expressao que, independentemente de sua 
construgao, possuem genes que codificam as enzimas de interesse da 
presente invengao. 



A presente invengao propoe alterar a biossmtese das 
hemiceluloses, celulose e/ou acidos uronicos, consequentemente, melhorando 
a qualidade da madeira. Com a finalidade de entender as estrategias que foram 
utilizadas na invengao, e necessario conhecer a bioqufmica da biossintese das 
5 hemiceluloses e as enzimas que participam do processo. 

Os anidridos uronicos sao beneficos no cozimento da madeira, 
atraves da protegao de grupos terminais de hemiceluloses, impedindo reagoes 
de descascamento ("peeling"). A relagao entre anidridos uronicos e as 
propriedades opticas indica que estes componentes formam compostos 
10 cromoforos que conferem coloragao marrom a polpa apos branqueamento 
convencional, e consequentemente, consomem mais reagentes oxidantes no 
processo de branqueamento. A partir desses resultados, a depositante 
desenvolveu a tecnologia da presente invengao, visando a obtengao de 
plantas, mais particularmente arvores, com concentragoes alteradas de xilanas 
15 e de anidridos uronicos. 

Breve Descricao da figura e de termqs utilizapos 
A presente invengao e melhor entendida a partir da seguinte 
descrigao de alguns termos e figura que fazem parte do presente pedido. 

a) E-Vaiue: "Expected Value" - Discrimina o "background", ao 
20 acaso que existe no alinhamento entre sequencias de nucleotfdeos. Quanto 

menor o valor de E-value, ou mais proximo de zero, mais significativo e o 
alinhamento entre as sequencias. Entretanto, para sequencias curtas, como 
observamos para o caso da analise das sequencias dos primers, podem 
ocorrer altos valores de E-value para sequencias virtualmente identicas. Nesse 
25 caso, o calculo do E-value leva em consideragao o comprimento da sequencia 
em questao. Pois uma sequencia curta tern alta probabilidade de ocorrer na 
base de dados puramente por chance. 

b) Gi number: Numero de acesso do gene no banco de dados do 



NCBI (National Center for Biotechnology Information). 

c) ORF: "Open Reading Frame" ou sequencia aberta de leitura, 
que corresponde ao c-DNA. 

d) Bit Score: Escala de versao do alinhamento utilizada na analise 
5 estatfstica do sistema BLAST do NCBI. 

e) Cluster: Sequencias organizadas em grupos. 

f) EST: "Expressed Sequence Tag" - uma sequencia curta de 
cDNA (DNA complementary 

g) FASTA: texto sem formatagao, mas com quebras de linhas, 
10 contendo 60 caracteres por linha. Modelo padrao para a comparagao 

algoritmica de uma sequencia euristica, usada para busca de sequencias no 
banco de dados atraves do alinhamento da mesma. 

h) FRAME NUMBER: possiveis matrizes de leitura (tres em cada 
sentido: +1, +2, +3, - 1, -2 e -3), na busca de urn trecho de DNA do tamanho 

15 de urn gene, comegando-se com o codon de iniciagao ATG, e finalizando com 
urn codon terminador (TAA, TAG ou TGA). 

i) nptll: gene da nopalina fosfotransferase II, que confere 
; resistencia a canamicina (Bevan et al., 1983); 

j) htp: gene da higromicina B fosfotransferase, que confere 
20 resistencia a higromicina (van den Elzen et al.,1985) 

k) bar: gene da bialafos acetitransferase, que confere resistencia 
ao glufosinato de amonia (Thompson et al., 1987) 

I) BLAST - "Basic Local Alignment Search Tool": Altschul et al, 
(1997) "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database 
25 search programs". Nucleic Acids Research, 25: 3389-3402p. 

m) BLAST N: confronta a sequencia de nucleotfdeos a ser 
analisada contra as sequencias de nucleotfdeos dispomveis, da base de dados 
do NCBI. 



n) BLAST X: confronta a sequencia de nucleotideos a ser 
analisada contra as sequencias de protemas disponfveis, da base de dados do 
NCBI. 

o) BLAST 2 Sequences: faz a analise comparativa de alinhamento 
multiplo de 2 ou mais sequencias de nucleotideos ou protemas. 

A figura 1 apresenta as varias rotas metabolicas ate chegar a 
celulose, hemiceluloses e acidos glucuronicos. O metabolite chave de todo o 
processo e a UDP-glicose que serve de materia prima para a sfntese de 
sacarose, celulose e hemicelulose, sendo portanto, urn componente importante 
na particao do carbono entre os varios compostos. 

A figura 1 mostra tambem o nome das enzimas, com seus 
codigos de numeragao internacional (EC), codificadas pelos genes que foram 
isolados na invengao, entre outros: EC: 5.5.1.4, mio-inositol-1-fosfato sintase 
(MIPS); EC: 3.1.3.25, mio-inositol monofosfatase (IMP); EC: 1.13.99.1, mio- 
inositol oxigenase; EC: 3.2.1.31, p-glucuronidase; EC: 2.7.1.43, 
glucoronoquinase; EC: 2.4.1.17, glucoronosil-transferase; EC: 2.7.7.44, 
glucoronato 1-fosfato uridiltransferase; EC: 5.4.2.2, fosfoglucomutase; EC: 
2.7.7.9, UDP-glicose pirofosforilase; EC: 1.1.1.22, UDP-glicose desidrogenase, 
EC: 4.1.1.35, UDP-D-glucoronato carboxilase; EC: 2.4.2.24, 1 ,4-beta-D-xilana 
sintase, EC: 2.4.1.1, celulose sintase. 

E ilustrada uma representagao esquematica da formacao de 
xilanas e acidos glucuronicos a partir do agucar glicose 6-P e da via de 
oxigenagao das enzimas mencionadas no paragrafo anterior Os quadras em 
branco indicam as enzimas cujos genes ainda nao foram clonados e 
sequenciados de nenhum organismo. 

METODO DE INTRODUCAO DE CASSESTES DE EXPRESSAO DE GENES EM PLANTAS 

O que se descreve a seguir e, de forma meramente ilustrativa e 
exemplificativa, nao apresentando carater limitante, uma maneira de isolar 



alguns dos genes da invengao, independente de qualquer alteragao que esses 
possam ter, envolvidos na biossintese de hemiceluloses, celulose, e/ou acidos 
uronicos: 

1) gene da enzima UDP-glicose desidrogenase (EC: 1.1.1.22); 

2) gene uxsl da enzima UDP-D-glucuronato carboxilase (EC: 

4.1.1.35); 

3) gene miox da enzima mio-inositol oxigenase (EC: 1.13.99.1); 

4) gene da enzima UDP-glicose pirofosforilase (EC: 2.7.7.9); 

5) gene da enzima glucuronoquinase (EC: 2.7.1.43); 

6) gene da enzima glucuronato 1-fosfato uridiltransferase (EC: 

2.7.7.44); 

Foi realizada uma busca, a partir de EC (codigo enzimatico) no 
Banco de Dados do NCBI - "National Center for Biotechnology Information", no 
site vwvw.ncbi.nlm.nih.gov, que reune as sequencias de nucleotideos dos 
organismos ja sequenciados e disponiveis para consulta. Sao ali fornecidos 
links para analise, como: 

A) BLAST N: confronta a sequencia de nucleotideos a ser 
analisada contra as sequencias de nucleotideos dispomveis, da base de dados 
do NCBI. 

B) BLAST X: confronta a sequencia de nucleotideos a ser 
analisada contra as sequencias de proteina disponiveis, da base de dados do 
NCBI. 

C) BLAST 2 Sequences: faz a analise comparativa de 
alinhamento multiplo de 2 ou mais sequencias de nucleotideos ou proteinas. 

Como resultado obtivemos as sequencias dos genes 
codificadores das enzimas, acima relacionadas, como segue: 

1) EC: 1.1.1.22: gene da enzima UDP-glicose desidrogenase de 
soja Glycine max (Gene Bank accession n° U53418). 



2) EC: 4.1.1.35: gene uxsl da enzima UDP-D-glucuronato 
carboxilase de ervilha, Pisun sativum (Gene Bank accession n- BAB409674). 

3) EC: 1.13.99.1: gene miox da enzima mio-inositol oxigenase, de 
St/s scrofa (Gene Bank accession n e AAL39076). 

4) EC: 2.7.7.9: gene da enzima UDP-glicose pirofosforilase, de 
Solatium tuberosum (Gene Bank accession n s U20345). 

5) EC: 2.7.1.43: gene que codifica a enzima glucuronoquinase. 

6) EC: 2.7.7.44: gene que codifica a enzima glucuronato 1-fosfato 
uridiltransferase. 

A seqiiencia em questao pode ser comparada ao banco de dados 
de protemas utilizando-se o BLASTP. E dentro dessa opcao e oferecida a 
comparacao de dommios conservados de proteinas utilizando-se o CDS 
("Conserved Domain Search") contra a base de dados CDD ("Conserved 
Domain Database") que reune as famflias de protemas. 

Para todas as enzimas relacionadas acima foram encontradas 
sequencias genicas nos genomas dos organismos vivos, com alto grau de 
homologia proteica e conservagao dos dommios indicados por CDS. 

Apos a identificagao de sequencias candidatas para cada gene, 
as mesmas foram utilizadas para a smtese de primers especificos, para cada 
ORF, com o auxflio do programa Primer 3 (por exemplo como encontrado nos 
sites \Aww-genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.html, ou 
/www.broad. mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi) que permite fazer a confeccao 
de primers especificos para uma determinada seqiiencia de nucleotldeos. 
Esses primers foram utilizados como iniciadores, na amplificacao da regiao 
codificadora inteira, dos genes relacionados, atraves da tecnica de PCR 
(reagao em cadeia de polimerase, em ingles, "polymerase chain reaction"). O 
produto resultante da reacao de PCR foi sequenciado e submetido a 
confirmacao de identidade, com os bancos de dados do NCBI, com auxflio do 



Programa BLAST. Esse produto de reagao de PCR foi utilizado como sonda na 
tecnica de Southern Blot para confirmagao da presenga dessa sequencia no 
genoma de plantas. 

O isolamento dos genes de interesse, independente de qualquer 
5 alteragao que esse possa ter, foi realizado atraves da busca da ORF ("Open 
Reading Frame" - Fase Aberta de Leitura), correspondente as enzimas 
relacionadas anteriormente, para posterior clonagem da mesma, em vetores 
binarios, com destaque para o vetor de nome comercial Gateway, da empresa 
americana Invitrogen Corporation, mas nao limitado a esse. Primers foram 

10 sintetizados e a ORF correspondente a cada enzima foi determinada a partir 
das sequencias desses genes de Glycine max para UDP-glicose 
desidrogenase; Pisum sativum para UDP-D-glucuronato carboxilase; Solanum 
tuberosum para UDP-glicose pirofosforilase e Sus scrofa para mio-inositol 
oxigenase, atraves do Programa BLAST do NCBL 

15 O cassete de expressao do gene de interesse foi clonado em um 

vetor binario de transformagao de plantas, para a superexpressao ou repressao 
desse gene em plantas com destaque para tabaco e eucalipto, pela tecnica de 
transformagao de plantas, via Agrobacterium. 

As sequencias dos genes das enzimas UDP-glicose 

20 desidrogenase (EC 1.1.1.22), UDP-D-glucoronato carboxilase (EC 4.1.1.35), 
mio-inositol oxigenase (EC 1.13.99.1), UDP-glicose pirofosforilase (EC 2.7.7.9), 
glucuronoquinase (EC 2.7.1.43) e glucuronato 1-fosfato (EC 2.7.7.44) foram 
utilizadas para a confecgao de primers especificos, abrangendo a sequencia 
completa desses genes. O produto da reagao foi sequenciado e submetido a 

25 confirmagao de identidade com auxflio do programa BLAST-NCBi. Os cDNAs 
das ditas enzimas, obtido como produto da reacpao de RT-PCR, com auxflio do 
kit "SuperScriptPlasmid System for cDNA Synthesis and Cloning with Gateway 
Technology", da Invitrogen, de acordo com recomendagoes do fabricante, foi 



clonado nos vetores Gateway (Karimi et a!., (2002) "Gateway vectors for 
Agrobacterium-mediatedi plant transformation." Trends in plant Science, 7 (5): 
193-195p), entre outros. 

Como no metodo de clonagem via Gateway o produto de PCR 
esta flanqueado por sftios de recombina?ao att, pode ser clonado de forma 
direcional, tanto no sentido sense como antisense, nesse vetor, que contem 
sftios de recombinagao compatfveis, numa reagao mediada pefa Gateway LR 
clonase da Invitrogen. 

O vetor binario Gateway ja possui genes marcadores nptll, htp ou 
bar, para seie^ao dos transformantes. Todos esses genes de selegao estao 
sob o controle transcricional do promotor e terminador nos, da nopalina 
sintetase (Hellens et. al, (2000) "pGreen: a versatile and flexible binary Ti vector 
for Agrobacterium-mediated plant transformation." Plant Molecular Biology, 42: 
819-832p), localizados na borda esquerda do T-DNA. O sftio de recombinagao, 
para insergao do fragmento de interesse esta localizado na borda direita do T- 
DNA. 

No caso especffico da clonagem no vetor Gateway, a 
superexpressao ou repressao das sequencias de cDNA das enzimas foi feita 
utilizando-se o sftio de clonagem localizado na borda direita do T-DNA, entre o 
promotor e o terminador do virus do mosaico da couve-flor (CaMV) 35S (Odell 
et. al, (1985) "Identification of DNA sequences required for activity of the 
couliflower mosaic virus 35S promoter." Nature, 313: 810-812p), alem de outros 
promotores. 

A alteragao da biossmtese das xilanas pode ser obtida 
aumentando-se a expressao do gene ugd que codifica a enzima UDP-glicose 
desidrogenase. Essa enzima e considerada chave pois regula o fluxo de 
carbono para a produgao de amido e sacarose, e tambem e regulada pela 
disponibilidade de mio-inositol. 



Assim, numa realizagao da presente invengao foi clonado o gene 
ugd da UDP-glicose desidrogenase de Eucalyptus grandis, para 
superexpressa-lo em plantas de tabaco e Eucalyptus spp, e nas demais plantas 
de interesse. 

Em outra realizagao, o objetivo de clonar o gene uxs 1 
responsavel pela produgao da enzima UDP-D-glucoronato descarboxiiase de 
arvores, foi para utiliza-Io na alteragao da produgao de UDP-D-xilose em 
arvores e plantas. Dessa forma, e possfvel avaliar-se o impacto da 
superexpressao desse gene na formagao da parede celular, e o efeito sobre o 
desenvolvimento das plantas. 

A biossintese de UDP-D-xilose, importante precursor na sintese 
de hemicelulose, e mediada pela enzima UDP-D-glucuronato carboxilase (EC 
4.1.1.35), que converte UDP-D-glucoronato em UDP-D-xilose em uma reagao 
irreversivel (Bar-Peled et al, (2001) "Functional cloning and characterization of 
a UDP-glucuronic acid decarboxylase: the pathogenic fungus Cryptococcus 
neoformans elucidates UDP-xylose synthesis." Proc. Natl. Acad. ScL, USA, 98 
(21): 1 2003-1 2008p). 

Com a finalidade de alterar a regulagao metabolica da biossintese 
das hemiceluloses, urn objetivo da presente invengao foi clonar os genes 
responsaveis pela produgao das enzimas alvo, de arvores e plantas, para 
posteriormente, afetar a superexpressao ou repressao desses genes, na 
biossintese dos polissacarideos de parede celular e no desenvolvimento de 
plantas de tabaco (Nicotinana tabacum), e de arvores, com destaque para 
Eucalyptus spp., entre outras plantas. 

O metodo de acordo com a presente invengao e adicionalmente 
explicado por meio da figura 1, que mostra esquematicamente a rota 
metabolica da biossintese das hemiceluloses, celulose e/ou acidos uronicos, 
alem da formagao das xilanas e acidos glucuronicos a partir do agucar Glicose 



6-P e da via de oxigenagao do mio-inositol. 

Em outro aspecto ainda, a invencao refere-se a um metodo de 
modulagao do mvel de polipeptideos em plantas, ditos polipeptideos estando 
envolvidos na biossmtese das hemiceluloses, celulose e/ou acidos uronicos, 
caracterizado pelo fato de compreender as etapas de a) introdugao na celula 
vegetal de um ou mais cassetes de expressao de genes de acordo com a 
reivindicagao 1; b) regeneragao da celula vegetal; c) indugao da expressao dos 
ditos polipeptideos por tempo suficiente para modular o nfvel da biossintese de 
hemiceluloses, celulose e/ou acidos uronicos nas ditas plantas. 

Exemplqs 

Os exemplos a seguir sao ilustrativos, visando meramente 
apresentar de forma explicativa certas concretizagoes particulares da invengao. 
Nao devem, portanto, ser considerados limitantes a sua extensao mais ampla, 
que e delimitada apenas pelas reivindicagoes anexas. 

EXEMPLO 1 
jSOLAMENTO DO RN A TOTAL 

Nesta realizagao, o RNA total foi obtido com auxflio do protocolo 
de SALZMAN, R.A , FUJITA, T., ZH U-SALZM AN , K., HASEGAWA, P.M., 
BRESSAN, R.A. (1999) (An Improved RNA Isolation Method for Plant Tissues 
Containing High Levels of Phenolic Compounds or Carbohydrates - Plant 
Molecular Biology Reporter 1 7: 11-17, 1999). 

O RNA total foi isolado a partir de raizes de eucalipto. Raizes de 
eucalipto, maceradas em nitrogenio liquido, foram transferidas para o tampao 
de extragao, seguido de duas a tres extragoes com cloroformio/alcool 
isoamilico na proporgao 24:1 (v/v) e centrifugagao para separagao das fases 
aquosa e organica. A precipitagao de proteinas e carboidratos remascentes na 
fase aquosa, foi feita por precipitagao dessa, com NaCI e etanol, a -20° C, por 
um periodo mmimo de 3 horas. A adigao de 25:24:1 (fenol:cloroformio:alcool 



isoamflico), ao sobrenadante resultante da precipitagao anterior, seguida de 
centrifugagao de forma a eliminar-se remanescentes de compostos fenolicos, 
foi conduzida tambem para a separagao da fase aquosa da fase organica. Uma 
segunda precipitagao com NaCI e etanol foi efetuada, a -20°C, tambem por urn 
periodo mmimo de 3 horas. O "pellet" contendo o RNA total foi ressuspenso em 
agua DEPC (dietilpirocarbonada, do ingles "diethyl pirocarbonated") seguido de 
precipitagao com cloreto de Iftio. O precipitado foi lavado em etanol 80%, antes 
da quantificagao por espectrofotometria a urn comprimento de onda de 260nm 
e verificagao em gel de agarose 1% em tampao TAE 1x. 

EXEMPLO 2 
EXTRACAQ DO RNA MENSAGEIRO (lUlRNAl 

O RNA mensageiro foi isolado com o auxilio de urn kit de 
purificagao de mRNA de nome comercial "Dynabeads" da empresa americana 
DYNAL Biotech, de acordo com normas do fabricante. 

EXEMPLO 3 
SfNTESE DOS PRIMERS ESPECfFICOS 

As seqtiencias dos primers sense dos genes que foram 
superexpressados (UDP-glicose desidrogenase, UDP-D-glicose carboxilase, 
UDP-glicose pirofosforilase), associou-se uma sequencia CACC de 
direcionamento na regiao imediatamente anterior a regiao 5',ou seja, ao codon 
de iniciagao da transcrigao. 

A sequencia do primer antisense do gene da mio-inositol 
oxigenase associou-se uma sequencia CACC de direcionamento na regiao 
imediatamente posterior a regiao 3', ou seja, ao codon de terminagao. 

EXEMPLO 4 
SfNTESE DO CDNA 

A sfntese do cDNA, seguida de amplificagao com primers 
especfficos correspondentes as ORFs desses genes foi realizada, em urn unico 



passo, com o auxflio do kit da empresa Invitrogen, denominado "Superscript 
One-Step RT-PCR with Platinum Tag", de acordo com normas do fabricante. 

EXEMPLO 5 

Clonagem do produto da reacao RT-PCR 
A clonagem do produto resultante da reacao de amplificagao com 
os primers especificos que flanqueiam as ORFs por completo foi feita com 
auxflio do kit da empresa Invitrogen, denominado "pENTR-Directional TOPO 
Cloning Kit", de acordo com as normas do fabricante. 

EXEMPLO 6 

Reacao de recqmbinacaq de LR clonase 

A reacao de recombinagao, no caso particular, entre a construcao 
quimerica do vetor pENTR e do vetor binario Gateway de transformacao de 
plantas foi mediada pela LR clonase da empresa Invitorgen (Karimi et al., 
acima). 

EXEMPLO 7 

Metodo de transformacao 

O metodo de obtencao de plantas geneticamente modificadas de 
eucalipto estabelecido no Laborat6rio de Genetica Fisiologica do Departamento 
de Genetica da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", da 
Universidade de Sao Paulo, conforme pedido de patente brasileiro PI0003908, 
utiliza o metodo de transformacao de plantas via Agrobacterium tumefaciens 
para introdugao dos genes. O material vegetal utilizado e a semente de 
eucalipto. As sementes sao esterilizadas antes de serem semeadas em meio 
MS (Murashige and Skoog, 1962), onde permanecem por 15 dias, ate o 
desenvolvimento de plantulas. Os cotiledones dessas plantulas sao os 
explantes a serem inoculados com A. tumefaciens. As construcoes utilizadas 
possuem, alem do gene de interesse, o gene NPTII de resistencia ao 
antibiotico seletivo canamicina. A bacteria e cultivada por 24 h em meio AB 



Ifquido ate atingir uma densidade otica proxima a 0,8 (OD 660nm ). Os cotiledones 
extrafdos das plantulas sao inoculados com a cultura bacteriana durante 6 h. 
Apos esse periodo, os explantes sao transferidos para meio MS solido, por um 
periodo de 48 h de cultivo. Os cotiledones sao entao transferidos para meio de 
formacao de calos (MS acrescido de 5 TDZ e 5 ^M de ANA) contendo 50 
mg/L de canamicina e 400 mg/L de cefotaxima. Os calos que se 
desenvolveram sao transferidos para meio de formacao de brotacoes (MS com 
5 nM TDZ e 2,5 jxM de ANA) acrescido de 25 mg/L de canamicina. As 
brotacoes que apresentam desenvolvimento satisfatorio sao alongadas e 
enraizadas. As plantas que se desenvolvem a partir dessas brotacoes, sao 
entao mantidas sob condigoes controladas de temperatura, umidade e 
luminosidade em casa de vegetacao. A presenga do transgene e confirmada 
mediante a tecnica de "Southern Blot", a partir do DNA genomico dos 
transformantes. 

EXEMPLO 8 

a) A determinagao do padrao de expressao do transgene foi 
realizada por "Northern Blot". O RNA total foi isolado a partir de plantas 
transformantes, provenientes de eventos independentes de transformagao, de 
acordo com o exemplo 5. As amostras de RNA foram analisadas por "Northern 
Blot" para determinagao do padrao de expressao de cada transgene 
relacionado a eventos independentes de transformagao. 

b) Determinagao do nfvel de concentragao das xilanas e do acido 
glucuronico, apos obtengao e crescimento das plantas transformadas. 



REIVIIMDICAp QFS 

1. CASSETE DE EXPRESSAO DE GENES, caracterizado 
pelo fato de compreender um ou mais genes que codificam urna ou mais 
enzimas escolhidas dentro do grupo que contem: mio-inositol-1-fosfato sintase 
(EC: 5.5.1.4), mio-inositol monofosfatase (EC:3. 1.3.25), mio-inositol oxigenase 
(EC: 1.13.99.1), [3-glucuronidase (EC: 3.2.1.31), glucoronoquinase (EC: 
2.7.1.43), glucoronosil-transferase (EC: 2.4.1.17), glucoronato 1-fosfato 
uridiltransferase (EC: 2.7.7.44), fosfoglucomutase (EC: 5.4.2.2), UDP-glicose 
pirofosforilase (EC: 2.7.7.9), UDP-glicose desidrogenase (EC: 1.1.1.22), UDP- 
D-glucoronato carboxilase (EC: 4.1.1.35), 1 ,4-p-D-xilana sintase (EC: 2.4.2.24) 
e celulose sintase (EC: 2.4.1 . 1 ). 

2. CASSETE, de acordo com a reivindicacao 1 , caracterizado 
pelo fato de que o dito grupo contem: mio-inositol oxigenase (EC: 1.13.99.1), p- 
glucuronidase (EC: 3.2.1.31), glucoronoquinase (EC: 2.7.1.43), glucoronato 1- 
fosfato uridiltransferase (EC: 2.7.7.44), UDP-glicose pirofosforilase (EC: 
2.7.7.9), UDP-glicose desidrogenase (EC: 1.1.1.22) e UDP-D-glucoronato 
carboxilase (EC: 4.1.1.35). 

3. CASSETE, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado 
pelo fato de ser clonado no vetor binario de transformacao Agrobacterium 
tumefaciens. 

4. CASSETE, de acordo com a reivindicacao 1 , caracterizado 
pelo fato das ditas enzimas estarem envolvidas na biossintese de 
hemiceluloses, celulose e/ou acidos uronicos 

5. CASSETE, de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado 
pelo fato das hemiceluloses serem xilanas. 

6. CASSETE, de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado 
pelo fato de um acido uronico ser o acido glucuronico. 

7. USO DE UM OU MAIS CASSETES DE EXPRESSAO DE 
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GENES, caracterizado pelo fato de ser para a superexpressao ou repressao 
dos genes da reivindicagao 1 . 

8. METODO DE TRANSFORMACAO GENETICA EM 
CELULAS VEGETAIS, caracterizado pelo fato de se introduzir urn ou mais 
cassetes de acordo com uma das reivindicagoes 1 a 6 no genoma da planta. 

9. METODO, de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado 
pelo fato do cassete ser introduzido na celula via eletroporagao, biobalfstica, 
microinjegao, macroinjegao ou via Agrobacterium tumefaciens. 

10. METODO, de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado 
pelo fato do cassete ser introduzido na celula via Agrobacterium tumefaciens. 

1 1 . METODO, de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado 
pelo fato de alterar a rota metabolica da biosslntese de herniceluloses, celulose 
e/ou acidos uronicos. 

12. METODO, de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado 
pelo fato da dita celula vegetal ser uma celula de qualquer parte da planta, 
como raiz, tronco, fruto, folha, semente ou flor. 

13. METODO DE OBTENQAO DE PLANTA 
GEN ETI CAM E NTE MODIFICADA, caracterizado pelo fato de compreender as 
seguintes etapas: 

a) transformagao genetica de celulas vegetais de acordo com uma 
das reivindicagoes 8 a 12; 

b) regeneragao de celulas da etapa (a); 

c) expressao do DNA construfdo nas celulas da etapa (b) em 
quantidade suficiente para alterar de maneira substancial a rota metabolica da 

25 biossmtese de celulose, e/ou de herniceluloses, e/ou de acidos uronicos; e 

d) obtengao da planta modificada. 

14. METODO, de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado 
pelo fato da dita planta modificada ser uma celula, urn orgao, urn tecido, 
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semente, a planta inteira, ou suas plantas derivadas. 

15. PLANTA GENETICAMENTE MODIFICADA, caracterizada 
pelo fato de conter um ou mais cassetes de expressao de acordo com uma das 
reivindicagoes 1 a 6. 

16. PLANTA GENETICAMENTE MODIFICADA, caracterizada 
pelo fato de ter sido originada a partir do metodo de acordo com a reivindicagao 
13. 

17. PLANTA, de acordo com uma das reivindicagoes 15 ou 16, 
caracterizada pelo fato de ser uma angiosperma. 

18. PLANTA, de acordo com uma das reivindicagoes 15 ou 16, 
caracterizada pelo fato de ser uma gimnosperma. 

19. PLANTA, de acordo com a reivindicagao 17, caracterizada 
pelo fato de ser Eucalipto. 

20. USO DA PLANTA, de acordo com uma das reivindicagoes 
15 a 19, caracterizado pelo fato de ser para a obtengao da madeira e/ou 
celulose. 

21. PLANTAS DERIVADAS, caracterizada pelo fato de ser 
originada a partir da planta geneticamente modificada de acordo com uma das 
reivindicagoes 15 ou 16. 

20 22. SEMENTE GENETICAMENTE MODIFICADA, 

caracterizada pelo fato de conter um ou mais cassetes de expressao de acordo 
com uma das reivindicagoes 1 a 6. 

23. SEMENTE GENETICAMENTE MODIFICADA, de acordo 
com a reivindicagao 12, caracterizada pelo fato de conter um ou mais cassetes 

25 de expressao de acordo com uma das reivindicagoes 1 a 6. 

24. SEMENTE GENETICAMENTE MODIFICADA, de acordo 
com o metodo da reivindicagao 13, caracterizada pelo fato de apresentar 
alteragao na biossmtese da celulose, de hemiceluloses e/ou de acidos 
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uronicos. 

25. USO DA SEMENTE GENETICAMENTE MODIFICADA, de 
acordo com uma das rei vindicates 22 ou 23, caracterizado pelo fato de ser 
para a geragao de plantas. 

26. MADEIRA, caracterizada pelo fato de ser obtida a partir da 
planta geneticamente modificada conforme uma das reivindicagoes 15 ou 16. 

27. USO DA MADEIRA, proveniente da planta geneticamente 
modificada de acordo com uma das reivindicagoes 15 ou 16, caracterizado pelo 
fato de ser para construgao civil, construgao naval, fabricacao de moveis e 
utensflios e produgao de polpa celulosica e papel. 

28. USO DA MADEIRA, de acordo com a reivindicagao 27, 
caracterizado pelo fato de ser para a produgao de polpa celulosica e papel. 

29. CELULOSE, caracterizado pelo fato de ser obtida a partir 
da madeira conforme a reivindicagao 26. 

30. USO DA CELULOSE, proveniente da madeira de acordo 
com a reivindicagao 26, caracterizado pelo fato de ser para a fabricagao de 
papel. 

31. PAPEL, caracterizado pelo fato de ser obtido a partir da 
madeira ou da celulose conforme uma das reivindicagoes 26 ou 29, 
respectivamente. 

32. USO DO PAPEL, proveniente da madeira ou da celulose 
conforme uma das reivindicagoes 26 e 29, respectivamente, caracterizado pelo 
fato de ser para construgao civil, industria de moveis, papel para impressao, 
embalagens e papel de absorgao. 

33. USO DO PAPEL, proveniente da madeira ou da celulose 
conforme uma das reivindicagoes 26 e 29, respectivamente, caracterizado pelo 
fato de ser como papel para impressao, embalagens e papel de absorgao. 

34. METODO DE MODULAQAO DO NfVEL DE 



POLIPEPTIDEOS EM PLANTAS, ditos polipeptideos estando envolvidos na 
biossintese das hemiceluloses, celulose e/ou acidos uronicos, caracterizado 
pelo fato de compreender as etapas de: a) introdugao na celula vegetal de urn 
ou mais cassetes de expressao de genes de acordo com a reivindicagao 1 ; b) 
regeneragao da celula vegetal; c) indugao da expressao dos ditos polipeptideos 
por tempo suficiente para modular o nfvel da biossintese de hemiceluloses, 
celulose e/ou acidos uronicos nas ditas plantas. 



RESUMO 

"CASSETE DE EXPRESSAO DE GENES, USO DE UM OU MAIS CASSETES 
DE EXPRESSAO DE GENES, METODO DE TRANSFORMAQAO GENETICA 
EM CELL) LAS VEGETAIS, METODO DE OBTENQAO DE PLANTA 
5 GENET1CAMENTE MODIFICADA, PLANTAS GENETICAMENTE 

MODIFICADAS, USO DA PLANTA, PLANTAS DERIVADAS, SEMENTES 
GENETICAMENTE MODIFICADAS, USO DA SEMENTE GENETICAMENTE 
MODIFICADA, MADEIRA, USO DA MADEIRA, CELULOSE, USO DA 
CELULOSE, PAPEL, USO DO PAPEL E METODO DE MODULAQAO DO 
10 NIVEL DE POUPEPTIDEOS EM PLANTAS" 

A presente invengao esta relacionada a cassetes de express§o de 
genes que codificam enzimas envolvidas na rota metabolica da biossfntese das 
hemiceluloses, celulose e/ou acidos uronicos, e ao metodo de transformagao 
genetica em celulas vegetais atraves da introdugao de um ou mais cassetes de 
15 expressao de genes da presente invengao e superexpressao e repressao 
desses genes nas plantas. 

Mais particularmente, a presente invengao refere-se a metodo de 
introdugao de cassetes de expressao, em plantas. Adicionalmente, a presente 
invengao refere-se a plantas geneticamente modificadas. 
20 A presente invengao trata tambem da obtengao da planta 

geneticamente modificada, suas plantas derivadas e sementes, bem como a 
madeira, papel e celulose proveniente dessa planta. 



